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CAPÍTULO I 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 El micetoma es una enfermedad infecciosa crónica de la piel que puede ser 
producida por hongos, o por actinomicetos filamentosos aerobios, en cuyo caso se 
denomina eumicetoma y actinomicetoma respectivamente. Entre las principales 
bacterias causales de micetoma se encuentran: Nocardia brasiliensis, Streptomyces 
somaliensis, Actinomadura madurae y Actinomadura pelletieri (Arenas, 2008,  
Welsh et al., 2012). En México, los actinomicetos producen el 98% de los casos, de 
los cuales el 86% son producidos por N. brasiliensis, un microorganismo que vive 
como saprófito del suelo y que predomina en clima tropical húmedo con 
precipitación pluvial de 600 a 2000 milímetros. (López et al., 1992, Ambrosioni et 
al., 2010, Salinas-Carmona et al., 2002,). 
 
 Los agentes causales del micetoma penetran en la piel, generalmente por 
inoculación traumática con espinas o astillas de leña, y producen una inflamación 
localizada que afecta sobre todo las extremidades. La infección por N. brasiliensis se 
localiza en la piel, en el tejido celular subcutáneo y llega a afectar los músculos, los 
huesos y los órganos adyacentes, aunque también pueden presentar infecciones 
pulmonares y sistémicas (Saubolle et al., 2003, Young et al., 2002).   
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 La lesión inflamatoria aumenta de volumen en forma lenta pero continua 
hasta deformar el área afectada; después de meses o años se desarrollan abscesos, 
úlceras, y fístulas que drenan un material serosanguinolento que contiene 
microcolonias del agente infeccioso. A este conjunto de bacterias se le conoce como 
granos o gránulos (Arenas, 2008).  
 
 El diagnóstico de micetoma se basa en los signos clínicos descritos 
anteriormente y se confirma con el aislamiento e identificación del agente 
microbiano en muestras de cultivo tomadas de las lesiones (Saubolle et al., 2003, 
Salinas-Carmona et al., 2002).   
 
1.1 AGENTE ETIOLÓGICO. 
 Los miembros del género Nocardia se encuentran asociados a un grupo de 
microorganismos conocidos como actinomicetos aerobios.  
 
 El género Nocardia se encuentra distribuido mundialmente, son saprófitos y 
son un componente importante de la microflora normal del suelo donde tiene un 
papel importante en la descomposición de materia orgánica como plantas, detritos 
e insectos (McNeil et al., 1994).  
 
 Nocardia es un bacilo aerobio, gram positivo, que forma ramificaciones las 
cuales se fragmentan en formas cocobacilares; es intracelular facultativo y 
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parcialmente ácido-alcohol resistente. Filogenéticamente se encuentra relacionado 
con los géneros Mycobacterium, Corynebacterium, Gordonia y Tsukamurella entre 
otros (Rainey et al., 1995, Goodfellow, 1973).  
 
 El género Nocardia tiene una pared celular tipo IV, caracterizada por 
peptidoglicano compuesto por ácido meso-diaminopimélico, arabinosa y galactosa. 
En Nocardia asteroides se ha estudiado la composición de la pared celular, 
encontrándose que posee 3 capas: la capa interna contiene peptidoglicano y 
azúcares, mientras que las capas externas poseen péptidos y lípidos (Beaman et al., 
1988). 
 
 La pared celular de Nocardia posee ácidos micólicos de 46-60 carbonos 
predominando los de 52 carbonos, además de glicolípidos y fosfolípidos. Los 
fosfolípidos más preponderantes son difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilinositol y fosfatidilinositol manósido; También presenta ácidos grasos 
ramificados y no ramificados, tales como ácido láurico, ácido mirístico, ácido 
palmitoleico, ácido palmítico, ácido heptadecanoico, ácido oleico y ácidos 
tuberculoesteáricos (Holt, 2000). Además contiene quinonas isoprénicas llamadas 
menaquinonas, una mezcla de tetrahidromenaquinonas de 6 y 8 unidades 
isoprénicas (Pumarola et al., 1987).  
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1.2 IDENTIFICACIÓN. 
 Nocardia crece en 2 a 7 días en agar sangre al 5%, agar chocolate ó agar 
infusión cerebro corazón; así mismo también pueden usarse medios para 
crecimiento micológico, como el Mycosel que contiene cicloheximida para su 
primoaislamiento. La identificación presuntiva se obtiene al realizar la tinción de 
Kinyoun. Se utilizan pruebas bioquímicas para la identificación de las especies de 
Nocardia y éstas se basan en la hidrólisis de la caseína, tirosina, xantina e 
hipoxantina (McNeil et al., 1994, Saubolle et al., 2010). 
 
 Los métodos moleculares se utilizan exitosamente para identificar especies 
de Nocardia y entre estos se encuentran el análisis con endonucleasas de 
restricción del gen ARNr 16S, RFLP del gen hsp y los métodos de secuenciación, 
principalmente del ARNr 16S (Alfaresi et al., 2006).  
 
1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA. 
 Se han descrito algunos mecanismos de patogenicidad y virulencia en el 
género Nocardia, en 1978 se sugirió que la virulencia de N. asteroides es mayor en 
la fase de crecimiento exponencial, cuando abundan los filamentos, que en la fase 
estacionaria donde se presentan células cocoides (Beaman y Maslan, 1978). Así 
mismo la respuesta inmunitaria innata del hospedero probablemente contribuye a 
la eliminación de la bacteria cuando ha invadido los tejidos, por lo que muchas 
personas infectadas no desarrollan micetomas (Beaman et al., 1988, Salinas-
Carmona et al., 2002).  
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 Algunas enzimas se han descrito como mecanismos de virulencia, por 
ejemplo: la superóxido dismutasa y la catalasa que protegen a los microorganismos 
de los efectos tóxicos de los radicales del oxígeno que producen neutrófilos 
polimorfonucleares y macrófagos como parte de sus mecanismos microbicidas 
(Beaman et al., 1983, Beaman et al., 1985).   
 
 Entre las características que se observan en el micetoma se encuentran la 
inflamación persistente y el daño tisular, los cuales han sido atribuidos a los  ácidos 
micólicos, ácidos grasos, lipoproteínas y peptidoglicano de la pared celular y a una 
glicoproteína de 24 kDa de N. brasiliensis ATCC 700358 (McNeil et al., 1994, Salinas-
Carmona et al., 2002). 
 
  El bloqueo de la acidificación de los fagosomas y la utilización de la fosfatasa 
ácida por N. asteroides también se mencionan como elementos importantes en la 
patogenicidad (Black et al., 1986). 
 
1.4 ATENUACIÓN. 
 Se ha observado que el pasaje in vitro de microorganismos puede producir 
cambios importantes en las características fenotípicas, incluyendo la eliminación de 
uno o más factores de virulencia. Entre los microorganismos atenuados obtenidos 
de esta manera se encuentran el virus de la rabia, los poliovirus, el virus del 
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sarampión y M. bovis BCG (Basombrío et al., 2000, González-Garza et al., 2000, 
Ebert, 1998). 
 
 El efecto del subcultivo se ha estudiado, entre otros, en Streptococcus 
pneumoniae, un patógeno humano facultativo asociado con enfermedades como 
neumonía, meningitis, sepsis y otitis media, los factores implicados en la 
colonización inicial, sobrevivencia y etiología de esta bacteria no son del todo 
conocidos.  S. pneumoniae 6304 se subcultivó durante 100 veces y se identificaron 
alteraciones en los perfiles de transcripción global de la cepa sin subcultivar (P. 1), la 
cepa subcultivada 50 veces (P. 50) y 100 veces (P. 100) encontrándose que 
conforme aumentaba el número de subcultivos, se mostraba una mayor alteración 
de genes expresados. Setecientos seis genes de P. 100 contra 113 genes de P. 50; 
entre los genes diferencialmente expresados se encuentran genes asociados con 
transporte y unión de proteínas, pared celular, energía y metabolismo, síntesis de 
proteínas, proteínas hipotéticas y asociados a virulencia tales como: neumolisina, 
transporte de hierro y genes de la Región de Diversidad 10 (RD10) los cuales son 
necesarios durante la infección en el torrente sanguíneo (Pandya et al., 2009). 
 
 Otro microorganismo en el que se ha estudiado la atenuación por subcultivo 
es Staphylococcus aureus, el cual posee un amplio repertorio de factores de 
virulencia ya conocidos, incluyendo cuatro hemolisinas, dos lipasas, varias 
proteasas, exotoxinas y enterotoxinas (Franklin y Lowy, 1998, Bien et al., 2011). La 
producción de algunos factores de virulencia es regulada por el operon agr el cual 
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codifica para dos ARNm designados ARNII y ARNIII. La cepa S. aureus SA564 fue 
utilizada para hacer pasajes seriados diarios durante 6 semanas y se observó que 
conforme avanzaban los pasajes disminuyó la actividad de aconitasa, la cual es una 
enzima del ciclo del ácido cítrico que afecta la síntesis de varios factores de 
virulencia y la expresión de los genes reguladores sarA y ARNIII, reportándose una 
disminución de la actividad de la aconitasa del 38% a la sexta semana (Somerville G. 
et al., 2002). 
 
 Un ejemplo clásico de atenuación por subcultivo es el del Bacilo Calmette-
Guérin (BCG), un mutante obtenido de Mycobacterium bovis atenuado después de 
230 subcultivos seriados en medio de cultivo que contenía bilis de buey, realizado 
por Albert Calmette y Jean Marie CamilleGuérin entre 1908 y 1921 (Calmette et al., 
1909). La cepa resultante era incapaz de matar animales experimentales, y mostró 
no tener reversión a su estado original. Se han obtenido varias cepas derivadas que 
han sufrido hasta la fecha más de 1000 pasajes desde que se prepararon los stocks 
liofilizados en 1960 (Brosch et al., 2007). Esto ha resultado en muchas diferencias 
fenotípicas las cuales pudieron haber sido causadas por cambios genéticos 
ocurridos en las cepas bacterianas durante el paso del tiempo, además de las 
diferencias en las técnicas de producción (Behr et al., 1999, Clemens et al., 1983). 
 
  La cepa BCG Pasteur no solo carece de RD1 sino que también ha incurrido 
otras mutaciones, incluyendo la región de diferencia 2 (RD2), perdida durante los 
años de 1927 y 1931. Para evaluar el papel de RD2 asociada a la virulencia, se 
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construyó en el 2010 un "knock-out" dirigido en la cepa de referencia M. 
tuberculosis H37Rv y se condujo una serie de estudios in vitro  e in vivo 
demostrando que la pérdida de RD2 conduce a la reducción de la virulencia, 
proporcionando evidencia de que el perfil de seguridad de la BCG Pasteur resulta a 
partir del efecto acumulativo de múltiples mutaciones atenuantes (Kozak et al., 
2010). 
 
 Otro ejemplo de atenuación in vitro ha sido descrito recientemente para el 
aislado clínico M. tuberculosis MT103  (Cardona et al., 2006), esta cepa perdió su 
virulencia después de 18 meses de pasaje continuo en medio de cultivo. La 
atenuación fue relacionada con un resultado negativo en un indicador de virulencia 
como lo es la reacción del rojo neutro (NR-) y a su deficiencia en la síntesis de  
pthiocerol dimycocerosates (PDIMs), un lípido asociado a virulencia . 
 
 Una cepa atenuada en el laboratorio es M. tuberculosis H37Ra (avirulenta) 
obtenida en 1934 por pasaje seriado de un aislamiento clínico de MTB, 
originalmente aislado de un paciente con tuberculosis en 1905 y designada como 
H37. La cepa H37Ra ha sido estudiada mediante análisis de microarreglos y se han 
identificado genes que se encuentran subexpresados en H37Ra comparados con 
H37Rv (virulenta) (Gao et al., 2004 y Mostowy et al., 2003). Recientemente se ha 
publicado que una mutación puntual en el regulador transcripcional phoP, se 
encuentra implicada en la atenuación de H37Ra, debido a que tiene impacto en la 
secreción del antígeno ESAT-6 (Frigui et al., 2008). Además, dicha mutación en phoP 
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en H37Ra es responsable de la pérdida de producción de policétido derivado de 
aciltrehalosa también conocidos como sulfolípidos (SL), diacil-trehalosas (DAT) y 
poliacil-trehalosas (PAT), los cuales se encuentran implicados en inmunoregulación 
(Chesne-Seck et al., 2008). 
  
 Por lo anterior y tomando en cuenta que en Nocardia brasiliensis no son 
bien conocidos los mecanismos de patogenicidad y virulencia, se considera que 
lograr la atenuación de Nocardia brasiliensis hará factible dilucidar cuáles son los 
mecanismos de virulencia de este microorganismo. 
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CAPÍTULO II 
 
ANTECEDENTES DIRECTOS 
 
 En el Laboratorio Interdisciplinario de Investigación Dermatológica (LIID) del 
Hospital Universitario Dr. José Eleuterio González, UANL, se ha estudiado el efecto 
del subcultivo en una cepa de Nocardia brasiliensis. La cepa de N. brasiliensis 
HUJEG-1 (ATCC 700358) fue sometida a subcultivo cada 72 horas en Caldo Infusión 
Cerebro Corazón en condiciones de agitación de 110 rpm y temperatura de 37°C, 
esto durante 200 veces, almacenándose alícuotas cada 10 subcultivos. 
 
 Se procedió a probar la virulencia de la cepa sin subcultivar (P. 0) comparada 
con los subcultivos 40, 80, 100, 130 en el cojinete plantar de ratones hembra 
BALB/c (González-Carrillo, 2010). En la figura 1 se muestra la evolución de la 
infección natural en ratones BALB/c cuando se inoculó con las bacterias de los  
subcultivos 40, 80, 100 y 130 comparadas con el control (P. 0). Los animales 
inoculados con P. 0 presentaron inflamación debido a una intensa estimulación 
antigénica producida por el inóculo, seguido de una disminución del grosor del 
cojinete plantar. Los micetomas aparecieron después de 5 a 6 semanas de la 
infección, y a las 12 semanas  se presentó un considerable incremento en el tamaño 
de los cojinetes plantares de los ratones caracterizado por presencia de abscesos y 
fístulas. 
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 Cuando se inocularon los subcultivos de N. brasiliensis se obtuvo un 
comportamiento diferente. Después de una respuesta inflamatoria inicial, el grosor 
de los cojinetes plantares de los ratones BALB/c disminuyeron después de las 5 
semanas post-inoculación en todos los casos. La formación de lesiones de micetoma 
a la semana 12 se observaron en un 10, 5, 0, 0 por ciento de los animales inoculados 
con P. 40, P. 80, P. 100 y P. 130 respectivamente. Mientras que los controles 
produjeron micetoma en un 80, 80, 70 y 60% de los animales inoculados analizados 
a las doce semanas. Se comparó el desarrollo de lesiones en los grupos inoculados 
con los subcultivos contra el grupo control (inoculados con P. 0) y se analizaron con 
la prueba ANOVA, observándose una diferencia significativamente estadística (P< 
0.001) (Almaguer et al., 2011). 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 Fig. 1 Evolución natural de la infección por Nocardia brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y 
subcultivos P. 40, P. 80, P. 100 y P. 130 en ratones BALB/c.  
A) P.0 vs P. 40 , B)P. 0 v s P. 80, C) P. 0 vs P. 100  y D) P.0 vs P. 130. 
 
 
P. 0 
P. 40 
P. 0 P. 0 
P. 100 
A B 
C D 
P. 0 
P. 0 
P. 80 
P. 130 
12 
 
 Posteriormente González-Carrillo, 2010, procedió a analizar la virulencia de 
la cepa sin subcultivar (P. 0) comparada con la cepa subcultivada 200 veces (P. 200) 
con el modelo murino BALB/c. En el grupo control se observó un aumento en el 
grosor del cojinete plantar de los ratones y el desarrollo de lesiones, abscesos y 
fístulas en los ratones, mientras que en los ratones inoculados con la cepa P. 200 se 
presentó una disminución en el alto y ancho del cojinete plantar de los ratones 
BALB/c. 
 
 Además de las infecciones experimentales se realizaron ensayos para medir 
la sobrevivencia de N. brasiliensis HUJEG-1 frente a leucocitos polimorfonucleares 
humanos, observándose una menor sobrevivencia de N. brasiliensis P. 200 en 
comparación con la cepa sin subcultivar (P. 0) (González-Carrillo, 2010). 
 
 Así mismo González-Carrillo, 2010, observó otras diferencias en  N. 
brasiliensis HUJEG-1 P. 200 respecto a la cepa parental P.0, entre ellas: una 
disminución de la ácido alcohol-resistencia y producción de filamentos, las cuales 
son características del género Nocardia (Wilson J., 2012 ), un incremento en la tasa 
de crecimiento de P. 200, y una deficiencia de los ácidos grasos de la pared celular. 
 
 Recientemente se ha publicado la secuencia del genoma de Nocardia 
brasiliensis HUJEG-1, el cual está constituido de 53 contigs, una longitud de  
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9; 489,024-pb, contenido de G+C del 68% y 3 copias de los genes ARNr 5S, 16S y 23S 
(Vera-Cabrera et al., 2012). 
 
 Asimismo se llevó a cabo la secuenciación del genoma de N. brasiliensis 
HUJEG-1 subcultivo 200, lo cual nos permite hacer una comparación entre los 
genomas de P. 0 vs P. 200, con el fin de elucidar los cambios genéticos que pudieron 
propiciar la disminución de virulencia, menor sobrevivencia a leucocitos 
polimorfonucleares humanos y el cambio en el patrón de expresión de  proteínas 
mencionados anteriormente para el subcultivo 200. 
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CAPÍTULO III 
 
JUSTIFICACIÓN 
 
 El estudio de los cambios genéticos producidos durante el subcultivo de 
Nocardia brasiliensis HUJEG-1 nos pueden indicar los genes involucrados en la 
virulencia de este microorganismo, y por ende las propiedades biológicas perdidas 
durante este evento.  
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CAPÍTULO IV 
 
OBJETIVO GENERAL 
 Analizar los cambios genéticos asociados a la atenuación de Nocardia 
brasiliensis HUJEG-1. 
 
4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Detectar cambios en la secuencia nucleotídica de P. 200 en relación a P.0. 
 
2. Desarrollar un método para amplificar los genes ausentes en  P. 200 y 
presentes en P. 0. 
 
3. Determinar la presencia de los genes en los subcultivos (P.0, P.40, P.80, 
P.100, P.130 y P.200) de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 por medio de la 
técnica de PCR.  
 
4. Evaluar por Southern blot la presencia de los genes en los subcultivos 
previos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1. 
 
5. Evaluar la expresión de los genes de interés por PCR tiempo real.  
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CAPÍTULO V 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
5.1 Microorganismo de Estudio. 
 Para este proyecto se utilizaron tanto la cepa parental (P. 0) así como los 
subcultivos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358) realizados por 
Almaguer, 2011 y González-Carrillo, 2010. 
 
5.2 Cultivo del Microorganismo de Estudio. 
 Para la extracción de ADN genómico, la cepa de N. brasiliensis HUJEG-1 sin 
subcultivar (P. 0), así como  los subcultivos, se sembraron en Agar Infusión Cerebro 
Corazón (Bioxon, BD, México) a 37° C por 5-7 días, hasta obtener suficiente 
crecimiento. 
 
 Para la extracción de ARN total, se inoculó 0.1 ml de una suspensión 1 
McFarland de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los distintos subcultivos  en matraces de 
125 ml que contenían 33 ml de Caldo Infusión Cerebro Corazón estéril  (Bioxon, BD, 
México). 
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5.3 Extracción del ADN. 
 El ADN se extrajo mediante la técnica de CTAB-NaCl con las modificaciones 
mencionadas a continuación (Wilson, 1987). A partir de un  cultivo joven en medio 
sólido Agar Infusión Cerebro Corazón, se recolectaron las bacterias con un asa 
estéril en un tubo de micro-centrífuga conteniendo 500 l de solución TE1X  y se 
calentaron por 30 min a 80° C para inactivarlas. Se añadieron 10 l de proteinasa K 
(10 mg/ml) (Promega, Madison, WI, USA) y 50 ul de lisozima (10 mg/ml) (Sigma, St. 
Louis, MI, EUA) y se incubaron a 37° C durante 2 horas. Posteriormente se 
adicionaron 100 l de SDS 10% y 10 l de proteinasa K y se incubó 15 minutos a 
65°C; al término se adicionaron 100 l de NaCl 5M (Sigma) y se mezcló por inversión 
(20 veces), agregando después 80 l de bromuro de hexadecil-trimetilamonio 
(CTAB) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). La mezcla se agitó en un vórtex hasta 
que la suspensión se observó lechosa, se incubó a 65° C por 10 min. Se añadió  un 
volumen igual de (0.7 ml) una mezcla (24:1) de cloroformo/alcohol isoamílico 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se agitó en un vórtex por 10 segundos, se 
centrifugó a temperatura ambiente por 5 min a 12, 000 xg y la capa acuosa fue 
transferida a un nuevo tubo de micro-centrífuga con una micropipeta.  Se agregaron 
500 l de isopropanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA); después de agitar 
levemente los tubos se dejaron a -20° C por lo menos 1 hora, se centrifugó por 15 
min a temperatura ambiente a 12 000 xg y el sobrenadante fue descartado. La 
pastilla de ADN se lavó con 1 ml de etanol frío para remover el CTAB residual y el 
isopropanol.  
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 Los tubos fueron centrifugados por 5 min a temperatura ambiente a 12, 000 
xg, se descartó el sobrenadante y la pastilla de ADN se dejó secar al aire. El ADN se 
disolvió en aproximadamente 25 l de buffer TE 1X, y se dejó en incubación a 37° C 
por 30-60 min para disolver el ADN. Para evaluar la cantidad y la calidad del ADN se 
utilizó el aparato Nanodrop 2000 (Spectrophotometer, Thermoscientific)  y se 
almacenó a 4° C hasta su uso.  
 
5.4  Diseño de iniciadores para la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) de 
punto final. 
 Con el programa Oligo 6 (Primer Analysis Software Versión 6.40) se 
diseñaron los iniciadores de algunos genes presentes en las secuencias de deleción 
encontradas mediante la comparación del alineamiento entre la secuencia de 
Nocardia brasiliensis HUJEG-1 P. 0, P. 200. 
Tabla 1. Lista de iniciadores utilizados para PCR de punto final 
 
RDNb1  
 
Número de 
gen 
 
Producto 
 
Localización 
 
Secuencias de los iniciadores 
Tamaño 
del 
producto 
O3I_41375 Proteína hipotética 11176-11717 5’-ACATAGATCCAGCCGTTC       -3’ 
5’-GAGATGACCAGTGTTCGTG   -3’ 
542-pb 
O3I_41150 Proteína hipotética 55017-55510  5’-GAAGGAGACACAATGAGAC  -3’ 
5’- AGCTCGAACTGATCCAC        - 3’ 
494-pb 
RDNb2  
Número de 
gen 
Producto Localización Secuencias de los iniciadores Tamaño 
del 
producto 
O3I_021960 Propionil-CoA 4985649- 4986036 5’- CGGTGTCACATCGGATAC     -3’ 
5’ -TCATCAATCTCGTGGTGC      -3’ 
388-pb 
O3I_021945 Catalasa 4979759- 4980244 5’-CTGTTTGATCGCCTTCTC        -3’ 
5’ -AACCCGACCAACTATTTC      - 3’ 
486-pb 
O3I_021900 Neurolisina 4969478- 4969920 5’-GTTGTCACGCTGTTCCA          -3’ 
5’-AGGCTCCAGAGATAGGTG    - 3’ 
443-pb 
O3I_021780 Co-A  Transferasa B 4947500 - 4947846 5’-ACCTGGTGCTGATCTATG      - 3’ 
5’-GGTGACGAAATCGACTC        - 3’ 
347-pb 
O3I_021610 Adenosilhomocis- 4914458- 4914928 5’-GTCGCCCTATCGTCAGTAC    - 3’ 471-pb 
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teinasa 5’ -CGTCGAGCAGCATGTTC       -3’ 
O3I_021295 Oxidorreductasa 
dependiente del 
NADP 
4812621- 4812991 5’-AGGCGAGCACATACTTG        -3’ 
5’-GAGATCCCCTATGACCTAC    -3’ 
371-pb 
O3I_021260 Transportador de 
ácidos 
grasos de cadena 
corta 
4807425- 4807768 5’-AAGATGAACTGCAGGAAC    - 3’  
5’-CTCACCAAAGCGAAAG          -3’ 
344-pb 
O3I_021250 Amidotransferasa 4803119- 4803708 5’-CGAGGACCTGCTTGATC         -3’  
5’-GTCGCTCTATCTGCTGTTC     -3’ 
590-pb 
RDNb3  
Número de 
gen 
 
Producto 
 
Localización 
 
Secuencias de los iniciadores 
Tamaño 
del 
producto 
O3I_006630 Transportador 1519740- 1520103 5’-ATGGTCAGGCCGATAC          - 3’  
5’-GGTTGTTCGTCATGGTG        -  3’ 
364-pb 
O3I_006635 yrbE 1521271- 1521655 5’-CGATAGAACCGGGAGAG      - 3’ 
5’ -TCAACATCCTCATCATCTTC   -3’ 
385-pb 
O3I_006645 mce 1522606- 1523165 5’ -GCTTACAGATCACGTTG        -3’   
5’-CACCATCAGTTCGTTG           - 3’ 
560-pb 
     
 Control positivo    
O3I_0r42275 
O3I_0r42277 
O3I_0r42279 
 
16S 
1448354- 1448587 
2272059- 2272292 
3902317- 3902550 
5' -ACGGGTGAGTAACACGTG     -3' 
5'-AGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC-3' 
234-pb 
 
 
5.5 Realización de Reacción en Cadena de la polimerasa (PCR) de punto final. 
 A partir del diseño de iniciadores se procedió a estandarizar las condiciones 
de temperatura de desnaturalización, alineamiento así como su duración, además 
de la  concentración de iniciadores para la amplificación de los genes seleccionados.  
 
 Se prepararon reacciones de  25 l utilizando una concentración de 20 ng de  
ADN de la cepa HUJEG-1 (P. 0) y GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, Madison, 
WI, USA) (Buffer de Reacción  pH 8.5, 400 M dATP, 400 M dGTP, 400 M dCTP y 
400 M dTTP Y 3 mM MgCl2), y; el volumen se ajustó con agua milliQ estéril. Los 
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tubos fueron colocados en el termociclador (PTC-200 MJ Research) y la reacción de 
PCR se llevó a cabo con las siguientes  condiciones: 
 
 
  
 
Tabla 2. Programa para la reacción de PCR 
1.         96°C 1 min 5.        Ir al paso   2 29 veces 
2.         92°C 40 seg 6.        72°C 10 min 
3.         Tm 1 min 7.        4°C FIN 
4.         72°C 1min   
Tabla 3. Estandarización de condiciones para las reacciones de PCR 
Gen Concentración de 
ADN 
Concentración de 
los iniciadores 
Tm 
Proteína hipotética  O3I_41375 20 ng 0.25 M 57°C 
Proteína hipotética  O3I_41150 20 ng 0.25 M 53°C 
    
Transportador 20 ng 0.5 M 52°C 
yrbE 20 ng 0.5 M 55°C 
mce 20 ng 1 M 47.5°C 
    
Propionil-CoA 20 ng 0.25 M 55°C 
Catalasa 20 ng 0.25 M 57°C 
Neurolisina 20 ng 0.25 M 52°C 
Co-A  Transferasa B 20 ng 0.25 M 54°C 
Adenosilhomocisteinasa 20 ng 0.25 M 59°C 
Oxidorreductasa 
dependiente del NADP 
20 ng 0.25 M 55°C 
Transportador de ácidos 
grasos de cadena corta 
20 ng 0.25 M 53°C 
Amidotransferasa 20 ng 0.25 M 57°C 
    
Control positivo 
16S 
20 ng 0.25 M 55°C 
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5.6  Ensayo de Southern blot. 
 Se digirieron aproximadamente 4 g de ADN genómico con la enzima BamHI 
(Promega, Madison, WI, USA) en un volumen final de 30 l en un tubo de 
microcentrífuga, se centrifugaron los tubos por 5 seg a 12,000 xg y se incubaron 
durante 4 h a 37°C. 
 
 Se preparó un gel de agarosa al 0.8% en solución TE 1X adicionado con 5 l 
de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se montó en 
una cámara de electroforesis utilizando la misma solución para el corrimiento. Se 
aplicaron 25 l de las muestras mezcladas con solución de carga 5X a los pozos del 
gel así como también 3 l del marcador de 1 kb (Gibco, Invitrogen, Grand Island, 
N.Y, USA) en los carriles de los extremos. Se inició la electroforesis a 100 V por 10 
min y posteriormente se decreció el voltaje a 35 V y se corrió toda la noche hasta 
lograr una buena migración de los fragmentos. 
 
 Después de la electroforesis se desmontó el gel y se colocó por 20 min en 
300 ml de solución desnaturalizante (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) y se lavó con agua 
destilada. Posteriormente se colocó en 300 ml de solución desnaturalizante (NaCl 
0.5M, Tris-base 0.5M pH 7.5) por otros 20 min y se lavó finalmente con agua 
destilada. Se procedió a la transferencia del ADN por el método capilar como se 
detalla a continuación: se colocó un molde para geles boca abajo en una bandeja, se 
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cubrió el molde con un pedazo de papel filtro Whatman poro abierto (20 m) 
ajustando al tamaño del molde. 
 
 Cuidadosamente se empapó con solución de transferencia SSC 20X y se 
removieron las burbujas de aire. Se colocó el gel sobre el papel Whatman poro 
abierto (20 m) de tal forma que se ajustó exactamente sobre el molde para geles, 
se situó encima del gel la membrana de nylon Hybond-N+ (GE Healthcare 
Amersham, Buckinghamshire, UK) y después se colocaron 3 filtros gruesos 
Whatman sobre la membrana. Finalmente se puso una pila de papel absorbente de 
aproximadamente 5 cm y sobre éstos se colocó un objeto de aproximadamente 1 kg 
de peso. Se rellenó la bandeja con solución SSC 20X y se llevó a cabo la 
transferencia durante 4 h a temperatura ambiente. 
 
5.7 Fijación del ADN a la Membrana por Enlaces Covalentes. 
 Al finalizar la electroforesis se sacó la membrana de nylon con mucho 
cuidado y se anotaron los datos en la esquina superior derecha, se dejó secar en 
papel filtro por 15 min. Con la finalidad de unir el ADN a la membrana de nylon, por 
medio de enlaces covalentes, se sometió la membrana a una exposición en luz 
ultravioleta utilizando el aparato Crossslinker (UVP, Upland, CA, USA). 
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5.8 Preparación de las Sondas por PCR. 
 Se prepararon reacciones de  50 l utilizando 100 ng del templado de ADN 
de la cepa HUJEG-1 (P. 0) y GoTaq Green Master Mix 2X (Promega, Madison, WI, 
USA) (Buffer de Reacción  pH 8.5, 400 M dATP, 400 M dGTP, 400 M dCTP y 400 
M dTTP Y 3 mM MgCl2), y el volumen se ajusta con agua milliQ estéril. Los tubos 
fueron colocados en el termociclador (PTC-200 MJ Research) con el siguiente 
programa:  
 
 
 Los fragmentos obtenidos se purificaron utilizando el kit de purificación de 
ADN Wizard Genomic A2180 (Promega, Madison, WI, USA). 
 
5.9 Marcaje de la sonda. 
 Se preparó una solución conteniendo 600 ng del amplicón en 20 l de agua 
milliQ. El tubo con la sonda se colocó en agua hirviendo por 5 min, se retiró 
inmediatamente y se pasó a un baño de hielo por 5 min. Se centrifugó por 30 seg a 
10, 000 xg y se agregó un volumen igual de reactivo de marcaje ECL RPN3005 (GE 
Healthcare Amersham, Buckinghamshire, UK), se mezcló cuidadosamente y se 
Tabla 4. Programa de las reacciones  de 
PCR para los ensayos de Southern blot 
1.         96°C 1 min 
2.         92°C 40 seg 
3.         Tm 1 min 
4.         72°C 1min 
5.        Ir al paso   2 29 veces 
6.        72°C 10 min 
7.        4°C Fin 
Tabla 5. Condiciones de las reacciones de PCR 
en los ensayos de Southern blot 
Gen Concentración de  
los iniciadores 
Tm 
Proteína hipotética 0.25 M 57°C 
Catalasa 0.25 M 57°C 
mce 1 M 47.5°C 
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añadió la misma cantidad de glutaraldehído (GE Healthcare Amersham, 
Buckinghamshire, UK). Se incubó a 37°C por 1 h quedando así lista la sonda para el 
experimento de hibridación. 
 
5.10 Hibridación y Detección. 
 La membrana fue humedecida en solución SSC 2X y se pasó a una malla de 
polietileno para colocarse en el tubo de hibridación utilizando 80 ml de solución SSC 
2X para adherir la malla al tubo. Se retiraron los 80 ml de solución y se agregaron 10 
ml de solución de hibridación precalentado a 42°C. Se pre-hibridó la membrana por 
3 h a 42°C en un horno de hibridación con movimiento de rotación constante. 
Después de este tiempo se retiró la solución de hibridación y se agregó a éste la 
sonda marcada, se devolvió la solución de hibridación al tubo con la membrana y se 
dejó incubando toda la noche. Al siguiente día se precalentó la solución de lavado 
primario 2X a 55°C y utilizando 50-80 ml, se procedió a hacer un lavado de 5 min, 
posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min con la solución de lavado primario 
a una concentración de 0.5X. Se sacó la membrana con la malla y en un recipiente 
de plástico se hicieron dos lavados a temperatura ambiente con la solución de 
lavado secundario por 5 min. Se retiró el exceso de solución de lavado secundario y 
utilizando un recipiente limpio se agregaron sobre la membrana 10 ml de reactivo 
de detección (Ver Anexos). El reactivo de detección fue dispersado por toda la 
membrana rotando el recipiente por 1 min. La membrana fue retirada del 
recipiente y se colocó sobre un papel filtro Whatman para quitar el exceso de 
reactivo de detección, posteriormente se colocó la membrana entre 2 acetatos en 
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el interior del cassette de detección con el lado del ADN hacia arriba, se colocó un 
film para autorradiografía sobre la membrana, se cerró el cassette durante 1 h y 
media. 
 Posteriormente se sacó el film del cassette y fue colocado en reactivo de 
revelado por 20 seg, se enjuagó el film con agua corriente y se colocó en el 
recipiente del reactivo fijador por 5 min. Finalmente se sacó el film y se dejó secar a 
temperatura ambiente. 
 
5.11  Diseño de los iniciadores para el ensayo de PCR tiempo real (qPCR). 
 Con el programa Oligo 6 (Primer Analysis Software Versión 6.40) se 
diseñaron los iniciadores del gen Catalasa perteneciente a la deleción RDNb2 y el 
gen 16S utilizado como gen normalizador. 
 
 
 
 
 
 
 
5.12 Extracción de ARN total. 
 A partir de un cultivo de 72 h de N. brasiliensis HUJEG-1 de P. 0 y los 
subcultivos 40, 80, 100, 130, 190 y 200 en caldo Infusión Cerebro Corazón a 37°C y 
110 rpm, se realizó la extracción de ARN por el método de Trizol. 
Tabla 6. Iniciadores diseñados para los ensayos de qPCR 
Gen Secuencia de los iniciadores Localización 
 
Catalasa 
5'-AATGTATTGCGGTCTG    -3' 
5'-GCCTGTTCTCCTATCTG   -3' 
4979859-4979990 
 
 
16S 
 
5'-CTCAGCGTCAGTTACTTC-3' 
5'-TTGTAGGCGGTTTGTC    - 3' 
1448806-1448987 
2272511-2272692 
3902769-3902950 
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 Los cultivos se lavaron 3 veces con solución salina estéril al 0.9% y se 
maceraron durante 15 seg en hielo, se tomaron alícuotas de 200 l y se les adicionó 
1 ml de Trizol (Ambion, Invitrogen, EUA) a 4°C. Posteriormente las muestras se 
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociación 
completa de los complejos de nucleoproteínas, y después se añadieron 200 l de 
cloroformo frío a cada muestra y se mezcló por inversión durante 15 seg. Los tubos 
se incubaron en hielo por 3 min y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min a 
4°C para luego recuperar la fase acuosa y adicionarle 500 l de isopropanol frío, se 
volvieron a incubar una hora a 80°C y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min 
a 4°C, después se retiró el sobrenadante de las muestras, se removió el 
sobrenadante, se lavaron las pastillas con 1 ml de etanol frío, se mezcló con vórtex y 
se centrifugaron a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C. Posteriormente se retiró el 
etanol con una puntilla sin tocar la pastilla  y se aplicó un pequeño spin a 
temperatura ambiente para poder eliminar los restos de etanol en el tubo con 
ayuda de una puntilla de 10 l. Finalmente la pastilla se resuspendió en 20 l de 
agua libre de ARNasas más un 1 l de RNAout (40 U/l) (Invitrogen, EUA) y se midió 
la concentración en un equipo Nanodrop 2000 (Spectrophotometer Thermo 
Scientific). 
  
5.13  Retrotranscripción. 
 Después de la extracción de ARN total se procedió a eliminar el ADN 
genómico remanente, para ello en tubos de micro-centrífuga de 1 ml libres de  
ARNasas se adicionaron 8 l de agua libre de nucleasas y 1 l de buffer de reacción 
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10X y 1 l de ADNasa I (Amplification Grade, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), se 
mezclaron e incubaron 15 min a  temperatura ambiente, se adicionó 1 l de la 
solución de stop y se calentaron a 70°C durante 10 min y finalmente se incubaron 
en hielo.  
 
 Para las reacciones de retrotranscripción se utilizó el siguiente protocolo: se 
agregó 1 l de iniciadores al azar (3 g/l) (Invitrogen, EUA), 1 g de ARN total en 
un volumen de 7 l, 1 l de dNTPs (10mM c/u) y agua libre de nucleasas para 
completar un volumen de 12 l, se mezclaron y calentaron a 65°C durante 5 min y 
se incubaron en hielo. 
 
 Luego se procedió a dar un spin en la micro-centrífuga y se añadieron 4 l de 
"Buffer First-Strand" 5X, 2 l de DTT 0.1M y 1 l de RNase out, se mezclaron y se 
incubaron a 25°C por 2 minutos y se añadió 1 l (200 unidades) de la enzima 
Superscript II RT (Invitrogen, EUA) y se incubó a 25°C por 10 min. Se incubó a 42°C 
durante 50 min, posteriormente se inactivó a 70°C por 15 min, las muestras se 
conservaron a -20°C hasta su uso. 
 
5.14 qPCR. 
 Las muestras de ADNc de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los subcultivos 40, 
80, 100, 130, 190 y 200 fueron utilizados para analizar la expresión del gen 
O3I_021945 (catalasa) perteneciente a RDNb2 y se empleó como normalizador un 
fragmento del gen 16S. Se realizó la detección con Fast SYBR® Green Master 
(Applied Biosystems, CA, EUA), se prepararon reacciones de 10 l. Los ADNc fueron 
28 
 
ajustados a una concentración de 40 ng/l para el gen catalasa y a 20 ng/l para el 
normalizador, se emplearon los iniciadores diseñados a una concentración final de 
0.25 M, y finalmente se ajustó con agua libre de nucleasas. Los experimentos se 
realizaron tres veces por triplicado. Se utilizó el equipo 7500 Fast Real-Time PCR 
System Applied Biosystem, CA, EUA. Los datos obtenidos fueron analizados con el 
método 2-ΔΔCt (Livak et al., 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 7. Programas para las reacciones de qPCR 
Catalasa 16S 
1.   50°C 20 seg 1.   50°C 20 seg 
2.   95°C  10 min 2.   95°C  10 min 
3.   95°C  15 seg 3.   95°C  15 seg 
4.   50°C 45 seg 4.   50°C  1 min 
5.   60°C  1 min 5.   95°C  15 seg 
6.   Ir al paso 3 (39 veces) 6.   Ir al paso 4 (39 veces) 
7.   95°C 30 seg 7.   95°C 30 seg 
8.   50°C 15 seg 8.   50°C  15 seg 
9.   60°C 15 seg 9.   Fin 
10.  Fin  
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CAPÍTULO VI 
 
RESULTADOS 
 
6.1 Detección de cambios en la secuencia nucleotídica de P. 200 en relación a P.0. 
 Con el fin de detectar los cambios genéticos en P. 200, a la cepa de N. 
brasiliensis subcultivada 200 veces en Caldo Infusión Cerebro Corazón, se le realizó 
extracción de ADN, el cual fue sometido a secuenciación en masa usando la 
plataforma Roche/454 GS (FLX Titanium) librería de 8-kb. Las lecturas de Roche/454 
GS fueron ensambladas usando el software Newbler 2.5.3 (Roche Diagnostics, 
Branford, CT). Los contigs obtenidos fueron comparados contra la secuencia de N. 
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 ya publicada en el GenBank (Número de acceso: 
NC_018681.1) y la presencia de cambios genéticos fue analizada mediante el 
programa Sequencher 5.0 (Gene Codes, MI) y la herramienta BLAST de la base de 
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
 
 La comparación entre la secuencia de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0 vs P. 200 
dio como resultado 3 deleciones y la presencia de 119 SNP's presentes en la cepa 
subcultivada 200 veces. Las 3 deleciones fueron nombradas RDNb1, RDNb2 y 
RDNb3. La deleción RDNb1 consta de 59, 711-pb e incluye 61 genes y corresponde a 
la secuencia del contig 25 de la secuencia de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0. Este contig 
no se ubica dentro del ensamblaje del genoma de N. brasiliensis, por lo cual se 
considera ADN extra cromosómico. RDNb2 comprende una pérdida de 216, 371-pb 
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en donde se encuentran 172 genes y su secuencia corresponde a la región del 
nucleótido 4;795,938 al 5;012,299-pb en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC 
700358 (Número de acceso: NC_018681.1). RDNb3 corresponde a una región de 31, 
711-pb que comprende 32 genes y su secuencia abarca del nucleótido 1;501,900 al 
1;533,611-pb del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 (Número de acceso: 
NC_018681.1). Como efecto del subcultivo realizado 200 veces en la cepa de N. 
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 se produjo una pérdida en total de 307, 793-pb derivadas 
de las 3 deleciones mencionadas anteriormente, donde se incluyen 265 genes y 
representa una pérdida del 3.24% del genoma de N. brasiliensis P. 0. 
 
 Los genes que se sitúan en las deleciones encontradas fueron clasificados de 
acuerdo al Clusters of Orthologous Groups of proteins (COGs) el cual se proporciona 
en la descripción del gen de interés en la  base de datos del NCBI. La herramienta 
COGs también perteneciente al NCBI cataloga según la función, encontrándose las 
siguientes categorías principales: información de almacenamiento y procesamiento, 
procesos celulares, metabolismo y pobremente caracterizadas, las cuales a su vez 
también poseen subdivisiones. 
 
 Basándose en la clasificación aplicada con la herramienta COGs y con la 
ayuda del programa Serial Cloner 2.5 (Serial Basics) se construyeron mapas para 
representar las deleciones RDNb1, RDNb2 y RDNb3, así como los genes que 
contienen en ellas, asignando un color según la función basada en la clasificación 
previamente mencionada.  
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Fig. 2  Mapa de la RDNb1. La cual comprende una pérdida de 59, 711-pb e incluye 61 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin 
de la deleción. 
 
Mapa RDNb1 
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Tabla 8.  Lista de genes pertenecientes al área perdida RDNb1 
Información de almacenamiento y 
procesamiento 
Metabolismo 
     Transcripción    Transporte de carbohidratos y 
metabolismo 
O3I_41140 TrwC relaxasa O3I_41265 Fosfoglicerato mutasa 
O3I_41365 Nucleasa   
     Recombinación, replicación y   
reparación  
     Oxidorreductasas 
O3I_41235 Proteína de replicación O3I_41195 Proteína que contiene 
motivos de unión a ATP 
y GTP 
O3I_41290 Proteína de unión al DNA   
O3I_41310 Proteína de unión al DNA  
de una sola cadena 
  
    
Procesos celulares   
     División celular y división            
cromosómica 
     Biogénesis celular, membrana 
externa 
O3I_41220 ATPasa de partición de 
cromosoma  
O3I_41230 Peptidasa/ 
Transglicosilasa 
     Modificación post traduccional, 
chaperonas 
     Motilidad celular y secreción 
O3I_41400 Proteína NrdH tipo 
glutaredoxina  
O3I_41190 Complejo proteico que 
interviene en el proceso 
de conjugación  
     Transporte de iones inorgánicos y 
metabolismo 
  
O3I_41250 Proteína hipotética   
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                                                    Hipotéticas 
O3I_41115 Proteína hipotética O3I_41300 Proteína hipotética 
O3I_41120 Proteína hipotética O3I_41305 Proteína hipotética 
O3I_41125 Proteína hipotética O3I_41315 Proteína hipotética 
O3I_41130 Proteína hipotética O3I_41320 Proteína hipotética 
O3I_41135 Proteína hipotética O3I_41325 Proteína hipotética 
O3I_41145 Proteína hipotética O3I_41330 Proteína hipotética 
O3I_41150 Proteína hipotética O3I_41335 Proteína hipotética 
O3I_41155 Proteína hipotética O3I_4134 Proteína hipotética 
O3I_41160 Proteína hipotética O3I_41345 Proteína hipotética 
O3I_41165 Proteína hipotética O3I_41350 Proteína hipotética 
O3I_41170 Proteína hipotética O3I_41355 Proteína hipotética 
O3I_41175 Proteína hipotética O3I_41360 Proteína hipotética 
O3I_41180 Proteína hipotética O3I_41370 Proteína hipotética 
O3I_41185 Proteína hipotética O3I_41375 Proteína hipotética 
O3I_41200 Proteína hipotética O3I_41380 Proteína hipotética 
O3I_41205 Proteína hipotética O3I_41385 Proteína hipotética 
O3I_41210 Proteína hipotética O3I_41390 Proteína hipotética 
O3I_41215 Proteína hipotética O3I_41395 Proteína hipotética 
O3I_41225 Proteína hipotética O3I_41400 Proteína hipotética 
O3I_41240 Proteína hipotética O3I_41410 Proteína hipotética 
O3I_41245 Proteína hipotética O3I_41415 Proteína hipotética 
O3I_41255 Proteína hipotética O3I_41285 Proteína hipotética 
O3I_41260 Proteína hipotética O3I_41295 Proteína hipotética 
O3I_41270 Proteína hipotética O3I_41275 Proteína hipotética 
  O3I_41280 Proteína hipotética 
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RDNb2 
 
 La deleción  RDNb2 que comprende una pérdida de 216, 371-pb, se ubica en la 
posición 4;795,938 - 5;012,299 del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 P. 0. La RDNb2 se 
sitúa en una región no conservada del genoma del género Nocardia, lo cual es posible 
apreciar con una comparación entre los genomas de N. cyriacigeorgica GUH-2 (Número de 
acceso: NC_016887.1) y N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358; Número de acceso: 
NC_018681.1) con la herramienta SynMap de la base de datos Accelerating Comparative 
Genomics (COGE http://www.genomevolution.org), donde puede apreciarse la falta de 
sintenia de la región donde ocurrió la deleción entre la secuencia genética de ambas cepas 
de Nocardia.                                                                                                                                                           
Fig. 3 Ubicación de la deleción RDNb2 en el 
genoma de N. brasiliensis HUJEG-1. 
 
Fig. 4 Comparación de los genomas de N. 
cyriacigeorgica GUH-2 y N. brasiliensis HUJEG-1 y 
su relación con RDNb2.  
Se indica con una flecha la falta de sintenia en la 
región donde se encuentra la deleción RDNb2. 
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Mapa RDNb2 
Fig. 5 Mapa de la RDNb2. La cual comprende 216,371-pb donde se encuentran 172 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin  
de la deleción. 
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Tabla 9.  Lista de genes pertenecientes al área perdida RDNb2 
 
Información de almacenamiento y procesamiento 
 
                                                       Transcripción 
O3I_022085 
 
Proteína regulatoria MarR O3I_021835 
 
Regulador 
transcripcional 
O3I_022065 
 
Regulador transcripcional 
familia AraC 
O3I_021800 
 
Regulador 
transcripcional familia 
LysR 
O3I_022050 
 
ARN Polimerasa factor 
sigma 70 
O3I_021730 
 
Regulador 
transcripcional familia 
TetR 
O3I_022035 
 
Regulador transcripcional 
familia ArsR 
O3I_021635 
 
Proteína reguladora de 
unión al ADN 
O3I_022015 
 
Regulador transcripcional 
familia LysR 
O3I_021520 
 
Regulador 
transcripcional putativo 
TetR 
O3I_022000 
 
Proteína de unión al ADN O3I_021505 
 
Proteína que contiene el 
dominio hélice-giro-
hélice 
O3I_021905 Regulador transcripcional 
familia  parecido a PadR 
 
O3I_021495 
 
Regulador 
transcripcional GlxA 
parecido a HTH 
O3I_021875 Proteína hipotética O3I_021290 
 
Regulador 
transcripcional familia 
MarR 
O3I_021865 
 
Factor sigma   
    
                               Traducción, estructura ribosomal y biogénesis 
O3I_022100 
 
Proteína hipotética O3I_021625 Factor de inicio de la 
traducción, proteína de 
la familia aIF-2BI 
O3I_021925 
 
Metiltransferasa   
    
    
                       Replicación de ADN, recombinación y reparación 
O3I_021955 ADN  ligasa O3I_021500 Exonucleasa SbcC 
O3I_021255 Transportador ABC   
    
37 
 
Procesos celulares 
        Modificación post-traduccional, regulación de proteínas,  chaperonas 
O3I_021475 
 
Regulador transcripcional 
familia LuxR 
O3I_021665 
 
Proteína OsmC 
    
                                 Pared celular/ membrana / biogénesis de la envoltura celular 
O3I_022080 
 
Proteína hipotética O3I_021840 
 
Proteína de superficie 
celular 
    
    Biogénesis de la envoltura celular/ 
membrana externa 
     Motilidad celular y secreción 
O3I_022070 
 
Hidrolasa O3I_022040 
 
Proteína de motilidad 
ybiA 
O3I_021440 
 
Proteína de unión a 
penicilina 
  
O3I_021325 
 
Transportador permeasa 
 
  
    
                         Metabolismo y transporte de iones inorgánicos 
O3I_022025 
 
Transportador permeasa 
ABC 
O3I_021945 
 
Catalasa 
O3I_022020 
 
Cobalto ABC transportador 
ATPasa 
O3I_021600 Intercambio de sodio e 
hidrógeno 
 
    
                                Mecanismos de transducción de señales 
O3I_021975 
 
Proteína serina/treonina  
cinasa 
O3I_021705 
 
Regulador 
transcripcional familia 
SARP 
O3I_021715 
 
Regulador transcripcional 
familia SARP 
O3I_021650 
 
Proteína de estrés 
universal UspA 
O3I_021455 
 
Sensor integral de 
membrana de 
transducción de señal de 
histidina cinasa 
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Metabolismo 
                                       Producción de energía y conversión 
O3I_021910 
 
Ferredoxina O3I_021405 
 
Aldehído 
deshidrogenasa 
 
O3I_021735 
 
Proteína que contiene 
dominios oxidasa unidos a 
FAD 
O3I_021380 
 
Alcohol deshidrogenasa 
O3I_021585 
 
Proteínas que contienen 
dominios unidos a 4Fe-4S 
ferredoxina hierro-azufre 
O3I_021295 
 
Proteína que contiene 
dominios 
oxidorreductasa 
dependientes de NADP 
O3I_021560 
 
Luciferasa O3I_021245 
 
Aldehído 
deshidrogenasa 
 
    
                             Metabolismo y transporte de carbohidratos 
O3I_021805 Glicosidasa O3I_021395 Fosfoenolpiruvato 
fosfomutasa 
 
    
                              Metabolismo y transporte de aminoácidos 
O3I_022075 
 
Proteína hipotética O3I_021895 
 
Glioxalasa/ proteína de 
resistenica a 
bleomicina/dioxigenasa 
O3I_021935 
 
Oxidorreductasa O3I_021885 
 
5,10-
metilentetrahidrofolato 
reductasa 
O3I_021900 
 
Timet oligopeptidasa O3I_021850 
 
Cisteína sintasa 
 
O3I_021630 
 
Serina 
hidroximetiltransferasa 
O3I_021370 
 
Succinil-
diaminopimelato 
desuccinilasa 
O3I_021565 
 
Piridoxal-5'-fosfato 
dependiente de la 
subunidad beta 
O3I_021320 
 
Permeasa transportador 
ABC 
O3I_021540 
 
Glutamato-cisteína ligasa 
GCS2 
O3I_021315 
 
Transportador ABC de 
unión a ATP 
O3I_021535 
 
Peptidasa M14 
carboxipeptidasa 
O3I_021310 
 
Transportador 
O3I_021425 
 
Aminotransferasa clase III O3I_021250 
 
Amidotransferasa 
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O3I_021390 
 
D-3-fosfoglicerato 
deshidrogenasa 
O3I_021225 
 
Gamma-
glutamiltransferasa 
O3I_021385 
 
Sensor histidina cinasa   
Peptidasas 
O3I_021675 
 
Peptidasa M15A O3I_021670 
 
Peptidasa M15A 
 
                            Metabolismo y transporte de nucleótidos 
O3I_021755 
 
3-carboxi-cis,cis-muconato 
cicloisomerasa 
O3I_021615 
 
Metiltioadenosina 
fosforilasa 
O3I_021620 
 
Adenina 
fosforribosiltransferasa 
  
    
                                          Metabolismo de coenzimas 
O3I_022030 
 
Proteína de biosíntesis de 
cobalamina CbiM 
O3I_021590 
 
Proteína de 
bioluminiscencia LuxE 
O3I_021610 
 
S-adenosil-L-homocisteína 
hidrolasa 
O3I_021445 
 
Pantoato-beta-alanina 
ligasa 
    
                                      Metabolismo y transporte de lípidos 
O3I_021960 
 
Propionil-CoA carboxilasa 
cadena beta (PCCase) 
O3I_021785 
 
CoA transferasa 
subunidad A 
O3I_021595 
 
Aciltransferasa 
 
O3I_021780 
 
CoA transferasa 
subunidad B 
O3I_021575 
 
Acil-CoA reductasa O3I_021260 
 
Súper familia de 
proteínas de ácidos 
grasos de cadena corta 
MFS 
    
              Biosíntesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 
O3I_021950 
 
Citocromo P450 
monooxigenasa 
O3I_021415 
 
Policétido sintasa 
O3I_021765 
 
Protocatechuate 3,4-
dioxigenasa, subunidad 
beta 
O3I_021365 Péptido sintetasa no 
ribosomal 
O3I_021760 
 
Protocatechuate 3,4-
dioxigenasa, subunidad 
alfa 
O3I_021345 Proteína de unión a 
nucleótidos cíclicos 
O3I_021745 
 
4-carboximuconolactona 
descarboxilasa 
O3I_021340 
 
Péptido sintetasa no 
ribosomal 
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O3I_021605 
 
Enzima involucrada en 
fluoración 
 
O3I_021305 
 
Dioxigenasa 
O3I_021525 
 
Proteína hipotética O3I_021235 
 
Citocromo P-450 
O3I_021435 
 
Proteína transportadora 
tipo  ABC 
  
    
Involucradas en más de 1 función  
 
                             Producción de energía y conversión/ Predicción de función general 
O3I_022055 
 
NADPH: quinona 
reductasa y 
oxidorreductasa 
dependiente de Zn 
O3I_021725 
 
Oxidorreductasa 
    
            Metabolismo de coenzimas/ Producción de energía y conversión 
O3I_022005 
 
Monooxigenasa de unión a 
FAD 
O3I_021790 
 
4-hidroxibenzoato 3-
monooxigenasa 
    
Biosíntesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo/     Predicción 
de función general 
O3I_021985 
 
Metiltransferasa tipo 11 O3I_021375 
 
Metiltransferasa , familia 
UbiE/COQ5 
O3I_021550 
 
Deshidrogenasa de cadena 
corta 
O3I_021230 
 
Metiltransferasa 
O3I_021410 
 
Deshidrogenasa de cadena 
corta/ reductasa SDR 
  
    
Mecanismos de transducción de señales/ transcripción 
O3I_021645 
 
Sistema de dos 
componentes reguladores 
de respuesta 
O3I_021450 
 
Regulador 
transcripcional familia 
LuxR 
    
O3I_022045 
 
Cupina                    Transporte y metabolismo de 
carbohidratos/ Predicción de función 
general 
O3I_021855 
 
Transportador putativo 
MFS 
 
                   Transporte y metabolismo de 
carbohidratos, aminoácidos y iones 
inorgánicos 
O3I_021640 
 
Proteína hipotética                 Transporte y metabolismo de 
carbohidratos, aminoácidos/ Predicción de 
función general   
O3I_021795 
 
Transportador 
transmembrana 
                 Transporte y metabolismo de 
carbohidratos, aminoácidos y iones 
inorgánicos/ Predicción de función general 
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O3I_021420 
 
Sintetasa y ligasa 
dependiente de AMP 
                 Metabolismo de lípidos/ 
Biosíntesis de metabolitos secundarios, 
transporte y catabolismo 
O3I_021360 
 
Proteína hipotética Biogénesis de la envoltura 
celular, membrana externa/ 
metabolismo y transporte de 
carbohidratos 
   
Pobremente caracterizadas 
                                          Predicción de función general 
O3I_021915 
 
Proteína hipotética O3I_021490 
 
Dominio  ThiJ/PfpI 
O3I_021825 Proteína hipotética 
 
O3I_021470 
 
Proteína hipotética 
O3I_021810 
 
Hidrolasa O3I_021430 
 
Transportador tipo ABC-
2 
O3I_021750 
 
3-oxoadipato enol-lactonasa O3I_021400 
 
Fosfonopiruvato 
descarboxilasa 
O3I_021740 Proteína hipotética 
 
O3I_021350 
 
Regulador 
transcripcional familia 
SARP 
O3I_021720 
 
Alfa/beta hidrolasa O3I_021300 
 
Proteína de infección 
abortiva 
 
O3I_021545 
 
Proteína hipotética 
 
O3I_021240 
 
Alcohol deshidrogenasa 
dominio GroES 
    
                                                Oxidorreductasas 
O3I_021830 
 
DsbA oxidorreductasa O3I_021555 
 
Monooxigenasa de 
unión a FAD 
O3I_021570 
 
Opina deshidrogenasa   
    
                                                         Transportador general 
O3I_021860 Proteína de unión a aminoácidos 
 
                                                     Hipotéticas 
O3I_022095 Proteína hipotética 
 
O3I_021870 Proteína hipotética 
O3I_022090 Proteína hipotética 
 
O3I_021845 Proteína hipotética 
O3I_022060 Proteína hipotética 
 
O3I_021710 Proteína hipotética 
O3I_022010 Proteína hipotética 
 
O3I_021700 Proteína hipotética 
O3I_021995 Proteína hipotética 
 
O3I_021695 Proteína hipotética 
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O3I_021990 Proteína hipotética 
 
O3I_021690 Proteína hipotética 
O3I_021980 Proteína hipotética 
 
O3I_021685 Proteína hipotética 
O3I_021970 Proteína hipotética 
 
O3I_021680 Proteína hipotética 
O3I_021965 Proteína hipotética 
 
O3I_021660 Proteína hipotética 
O3I_021940 Proteína hipotética 
 
O3I_021655 Proteína hipotética 
O3I_021930 Proteína hipotética 
 
O3I_021580 Proteína hipotética 
O3I_021920 Proteína hipotética 
 
O3I_021530 Proteína hipotética 
O3I_021890 Proteína hipotética 
 
O3I_021515 Proteína hipotética 
O3I_021510 Proteína hipotética 
 
O3I_021265 Proteína hipotética 
O3I_021485 Proteína hipotética 
 
O3I_021465 Proteína hipotética 
O3I_021480 Proteína hipotética 
 
O3I_021330 Proteína hipotética 
O3I_021460 Proteína hipotética 
 
O3I_021285 Proteína hipotética 
O3I_021465 Proteína hipotética 
 
O3I_021280 Proteína hipotética 
O3I_021460 Proteína hipotética 
 
O3I_021275 Proteína hipotética 
O3I_021355 Proteína hipotética 
 
O3I_021270 Proteína hipotética 
O3I_021335 Proteína hipotética   
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RDNb3 
 
 
 La deleción RDNb3 que comprende una pérdida de 31,711-pb, se ubica en la 
posición 1;501,900 - 1;533,611-pb del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 P.0. A diferencia 
de RDNb2, la RDNb3 se sitúa en una región conservada del genoma del género Nocardia, lo 
cual es posible observar con la comparación entre los genomas de N. cyriacigeorgica GUH-2 
(NC_016887.1) y N. brasiliensis HUJEG-1 (ATCC 700358; NC_018681.1) con la herramienta 
SynMap de la base de datos Accelerating Comparative Genomics (COGE), donde puede 
distinguirse la sintenia de la región donde ocurrió la deleción entre las secuencias genéticas 
de ambas cepas de Nocardia.                 
                                 
Fig. 6 Ubicación de la RDNb3 en el genoma de 
N. brasiliensis HUJEG-1. 
 
Fig. 7 Comparación de los genomas de N. 
cyriacigeorgica GUH-2 y N. brasiliensis HUJEG-1 y 
su relación con RDNb3. 
Se indica con una flecha la sintenia entre los genes 
en la región donde se encuentra la deleción 
RDNb3. 
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         Mapa RDNb3 
 
Fig. 8  Mapa de la RDNb3. La cual comprende 31,711-pb donde se encuentran 32 genes, se indica con flechas rojas el inicio y fin de la deleción. 
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Tabla 10.  Lista de genes pertenecientes al área perdida RDNb3 
Información de almacenamiento y procesamiento 
                                                      Transcripción 
O3I_006550 
 
Regulador transcripcional O3I_006595 
 
Factor sigma-70 familia 
RNA polimerasa 
O3I_006570 
 
Regulador transcripcional 
familia LysR 
O3I_006605 
 
Regulador 
transcripcional 
O3I_006575 
 
Regulador transcripcional 
familia XRE 
  
    
Procesos celulares 
                          Transporte de iones inorgánicos y metabolismo 
O3I_006600 
 
Transportador C4-
dicarboxilato / Proteína 
de transporte ácido 
málico 
O3I_006620 
 
Intercambio Na-Ca 
/integrina-beta 4 
O3I_006610 Proteína hipotética O3I_006630 Transportador 
    
      Mecanismos de transducción de 
señales 
  Mecanismos de  transducción 
de señales/ Transcripción 
O3I_006695 
 
Transducción de señal de 
histidina quinasa 
O3I_006700 
 
Regulación  
transcripcional familia  
LuxR 
   
Metabolismo 
O3I_006665 
 
Proteína de la familia 
Mce 
 Producción de energía y 
conversión 
O3I_006615 
 
Proteína que contiene el 
dominio 
transglutaminasa 
  Transporte de aminoácidos y 
metabolismo 
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O3I_006555 
 
Monooxigenasa  Metabolismo de coenzimas / 
Producción de energía y conversión 
O3I_006690 
 
Deshidrogenasa de 
cadena corta / 
reductasa SDR 
                Biosíntesis de 
metabolitos secundarios, transporte y 
catabolismo/ Predicción de función 
general 
O3I_006545 
 
Transportador                Transporte y metabolismo de 
carbohidratos, aminoácidos y iones 
inorgánicos/ Predicción de función 
general 
   
              Biosíntesis de metabolitos secundarios, transporte y catabolismo 
O3I_006560 
 
Transporte de proteínas 
NatA de unión a ATP 
O3I_006685 
 
Aminoglucósido O-
fosfotransferasa 
   
Pobremente caracterizadas 
                                      Predicción de función general 
O3I_006590 Haloalcano 
deshalogenasa 
 
O3I_006635 
 
Proteína de la 
familia YrbE 
O3I_006625 
 
Piridoxamina 5'-fosfato 
oxidasa relacionada con 
la proteína de unión a 
FMN 
O3I_006640 
 
Proteína de la 
familia YrbE 
O3I_006645 
 
Proteína de la familia 
Mce 
O3I_006660 
 
Proteína de la 
familia Mce 
O3I_006650 
 
Proteína de la familia 
Mce 
O3I_006670 
 
Proteína de la 
familia Mce 
O3I_006655 
 
Proteína de la familia 
Mce 
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                                               Hipotéticas 
O3I_006580 
 
Proteína hipotética O3I_006675 
 
Proteína hipotética 
O3I_006585 
 
Proteína hipotética O3I_006680 
 
Proteína hipotética 
 
 
 
 
 También al hacer una comparación entre las secuencias de N. brasiliensis 
HUJEG-1 P.0 y P.200  se encontraron 119 SNP's, de los cuales solo 27 posiblemente 
afectan genes. 
 
 De los 27 SNP's mencionados anteriormente, 13 de ellos se ubican en genes 
que codifican para proteínas hipotéticas,  4 a genes que participan en procesos de 
transcripción, 9 a genes de metabolismo de lípidos y aminoácidos y 1 a una 
proteasa. 
 
 A continuación se muestran los 27 SNP's y el gen sobre el que se ubican:
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Tabla 11. Lista de polimorfismos de nucleótido único (Single Nucleotide Polymorphism, SNP's) en la secuencia de  
N. brasiliensis P. 200 con respecto a P.0 
 
Ubicación 
Posición 
de inicio 
Posición 
de fin 
Nucleótido 
de 
referencia 
Nucleótido 
variante 
Aminoácido 
de 
referencia 
Aminoácido 
variante: 
Nombre 
contig00007 4822119 4822119 C G P P Proteína hipotética  
O3I_21875 
contig00007 4822107 4822108 AT - D CML Proteína hipotética  
O3I_21875 
contig00007 4822113 4822116 TTT CTG K Q Proteína hipotética  
O3I_21875 
contig00007 4822106 4822106 T GGC K CML Proteína hipotética  
O3I_21875 
contig00021 8842382 8842382 G A *2 *2 Proteína hipotética  
O3I_39728 
contig00021 8842383 8842383 C T *2 *2 Proteína hipotética  
O3I_39728 
contig00021 8842377 8842377 C T R H Proteína hipotética  
O3I_39728 
contig00014 7586681 7586681 C G V V Oxidorreductasa 
dependiente de FAD 
contig00001 580016 580016 T G M L Regulador transcripcional 
de la familia PaaX 
contig00001 717678 717678 G T I I Regulador transcripcional 
de la familia GntR 
contig00003 2198451 2198451 C T W Alto Proteína hipotética  
O3I_10119 
contig00003 1937033 1937033 T C S G Proteína hipotética  
O3I_08919 
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contig00004 3058134 3058134 G A M I Proteína hipotética  
O3I_14189 
contig00004 3395656 3395656 C A V F O-demetilpuromicina O-
metiltransferasa 
contig00006 4259234 4259234 G A A V Proteasa 
contig00006 4367152 4367152 G - Q CML Proteína hipotética  
O3I_19830 
contig00006 4411179 4411179 G A R H Proteína hipotética  
O3I_20030 
contig00006 4231530 4231530 T C M V DNA topoisomerasa I sub 
unidad omega 
contig00007 5156660 5156660 G C G G C-5 esterol desaturasa 
contig00008 5496287 5496287 G T E Alto Regulador transcripcional 
contig00009 5693017 5693017 G A A V Homoserin cinasa 
contig00009 5881261 5881261 A T E D D-alanil-D-alanina 
carboxipeptidasa 
contig00009 5907776 5907776 C T R W Homoserin O-
acetiltransferasa 
contig00011 6854030 6854030 G A A A Péptido sintetasa no 
ribosomal 
contig00014 7793843 7793843 G A S F Dominio 
Acil-CoA deshidrogenasa 
contig00017 8338850 8338850 C T P L Proteína hipotética  
O3I_37421 
contig00019 8644621 8644621 C T D N Alfa-cetoglutarato 
descarboxilasa 
 
*2 = Las 2 mutaciones (G8842382A y C8842383T) generan un cambio de R a H en los aminoácidos. 
CML = Cambio en el marco de lectura. 
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6.2 Desarrollo de un método para amplificar por PCR los genes ausentes en  P. 200 
y  presentes en P. 0. 
 
  
 A partir de la identificación de las deleciones que ocurrieron en N. 
brasiliensis HUJEG-1 P. 200, así como su ubicación en el genoma de P. 0 y los genes 
que comprenden, se procedió a diseñar pares de iniciadores de algunos genes, la 
selección se basó en su función metabólica y su ubicación en la deleción, cubriendo 
así diferentes puntos de la misma con la intención de posteriormente analizar en 
que tiempo del subcultivo sucedieron las pérdidas genómicas y si se llevaron a cabo 
de manera uniforme. 
 
 A continuación se muestran esquemas de los genes seleccionados para su 
posterior amplificación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9  Genes seleccionados de la RDNb1 para su amplificación por PCR. Se diseñaron 
iniciadores en los genes O3I_41150 y O3I_41375 pertenecientes a la RDNb1, los cuales 
codifican para proteínas hipotéticas. 
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Fig. 10  Genes seleccionados de la RDNb2 para su amplificación por PCR. Se diseñaron 
iniciadores para ocho genes ubicados en la RDNb2, cubriendo así diferentes puntos 
de la deleción. 
Fig. 11 Genes seleccionados de la RDNb3 para su amplificación por PCR. Los iniciadores 
se diseñaron en tres genes ubicados en RDNb3: O3I_006630 con función de 
transportador, O3I_006635 y O3I_006645 que codifican para yrbE y mce, los cuales son 
miembros de un operón que se encuentra asociado a virulencia en otros 
microorganismos. 
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6.3 Determinación de RDNb1, RDNb2 y RDNb3 en los subcultivos (P.0, P.40, P.80, 
P.100, P.130 y P.200) de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 por medio de la técnica de 
PCR. 
 
 
 Para analizar cuando ocurrieron las deleciones encontradas, se empleó la 
técnica de PCR punto final. A partir de los iniciadores diseñados, junto con N. 
brasiliensis HUJEG-1 P. 0 y los subcultivos 0, 40, 80, 100, 130, 180, 190 y 200 se 
amplificaron los genes seleccionados, empleándose un control positivo que 
corresponde a un fragmento de 246-pb del gen 16S y como un control adicional el 
subcultivo 250 de N. brasiliensis HUJEG-1. 
 
 En el caso de RDNb1, los 2 genes seleccionados que codifican para proteínas 
hipotéticas amplificaron hasta el subcultivo número 40, y no se observó su 
presencia en los subcultivos posteriores. 
 
 
 
RDNb1 
 
 
 
Fig. 12 (A -B) Análisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb1. Los carriles corresponden 
a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1,se muestra la amplificación de dos genes que 
codifican para proteínas hipotéticas hasta el subcultivo 40. Carril M: marcador de 100-pb. Carril 
+: control positivo 16S de 234-pb. 
A B 
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 Por su parte, de los 8 genes seleccionados de la RDNb2, los genes que 
codifican para un transportador de ácidos grasos de cadena corta (O3I_021260) y 
propionil-coA (O3I_021960) se detectaron hasta el subcultivo 180, mientras que el 
resto de los 6 genes analizados amplificaron al subcultivo 190, lo cual puede 
apreciarse en las siguientes figuras. 
 
 
 
RDNb2 
 
A 
C D 
B 
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E 
G 
F 
H 
Fig. 13 (A-H) Análisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb2. Los carriles 
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1,se muestra la amplificación de ocho 
genes situados en RDNb2 hasta los subcultivos 180 y 190. Carril M: marcador de 100-pb. Carril 
+: control positivo 16S de 234-pb. 
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RDNb3 
 
Finalmente en la RDNb3, los 3 genes estudiados se visualizó la presencia de su 
amplificación hasta el subcultivo 40. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14 (A-C) Análisis por PCR de los genes seleccionados de la RDNb3. Los carriles 
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1, se muestra la amplificación 
de tres genes situados en RDNb3 hasta el subcultivo 40. Carril M: marcador de 100-pb. 
Carril +: control positivo 16S de 234-pb. 
A 
C 
B 
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Fig. 15  Esquema de los resultados de PCR para las deleciones RDNb1, RDNb2 y RDNb3. 
Los resultados de las amplificaciones sugieren que la eliminación de los fragmentos 
RDNb1 y RDNb3 ocurrieron en subcultivos tempranos, mientras que la deleción de 
RDNb2 ocurrió entre los subcultivos 190 y 200. 
RDNb1 
RDNb3 
RDNb2 
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6.4  Evaluación por Southern blot de la presencia de los genes en los subcultivos 
previos de Nocardia brasiliensis HUJEG-1. 
 
 Por medio de la técnica de Southern blot detectamos la presencia de un gen 
para cada una de las 3 deleciones mencionadas anteriormente en los subcultivos de 
N. brasiliensis HUJEG-1, con la finalidad de correlacionar estos resultados con los 
obtenidos por la técnica de PCR punto final. 
 Los resultados obtenidos de Southern blot nos indican que la pérdida de la 
RDNb1 ocurrió entre los subcultivos 75 y 80, como puede apreciarse en la siguiente 
figura donde se utilizó una sonda de 542-pb del gen O3I_41375 que codifica para 
una proteína hipotética, la cual hibridó hasta el subcultivo 75, también puede 
apreciarse el control positivo en todos los subcultivos que corresponde a un 
fragmento de 246-pb del gen 16S, el cual tiene 3 copias en el genoma de N. 
brasiliensis HUJEG-1. 
RDNb1 
 
 
 
 
 
  
 
 
Fig. 16  Análisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1 para 
demostrar la presencia del gen O3I_41375 (proteína hipotética) perteneciente a RDNb1. Los carriles 
corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen O3I_41375 
hasta el subcultivo 75. Carril M: marcador de 1-kb. Control positivo: 16S. 
[Escriba una cita del documento 
o del resumen de un punto 
interesante. Puede situar el  
cuadro de texto en cualquier 
lugar del documento. Utilice la 
ficha Herramientas de cuadro de 
texto para cambiar el formato 
del cuadro de texto de la cita.] 
16S 
16S 
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Para la RDNb2 podemos apreciar por la técnica de Southern blot que la deleción 
ocurrió posterior al subcultivo 155, lo cual puede observarse con la hibridación de 
una sonda de 486-pb del gen catalasa (O3I_021945) al ADN genómico de N. 
brasiliensis HUJEG-1, así mismo se observa el control positivo 16S.  
 
 
RDNb2 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17  Análisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N. 
brasiliensis HUJEG-1 para demostrar la presencia del gen O3I_021945 (catalasa) 
perteneciente a RDNb2. Los carriles corresponden a los subcultivos de N. 
brasiliensis HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen O3I_021945 hasta el 
subcultivo 155. Carril M: marcador de 1-kb. Control positivo: 16S. 
16S 
16S 
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 Para el caso de la RDNb3 se empleó una sonda del gen mce (O3I_006645) de 
560-pb que mostró hibridación con el ADN genómico de N. brasiliensis HUJEG-1 
hasta el subcultivo 65. 
RDNb3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18  Análisis por Southern blot de muestras de ADN de subcultivos de N. 
brasiliensis HUJEG-1 para demostrar la presencia del gen O3I_006645 (mce) 
perteneciente a RDNb3. Los carriles corresponden a los subcultivos de N. brasiliensis 
HUJEG-1, se aprecia la presencia del gen O3I_006645 hasta el subcultivo 65. Carril M: 
marcador de 1-kb. Control positivo: 16S. 
Fig. 19  Esquema de los resultados obtenidos por PCR y Southern blot 
para las deleciones RDNb1, RDNb2 y RDNb3. 
16S 
16S 
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6.5  Evaluación de la expresión de los genes de interés por PCR tiempo real. 
 
 Respecto a la expresión génica, seleccionamos el gen catalasa (O3I_021945) 
que ha sido reportado como mecanismo de virulencia en el género Nocardia y que 
se encuentra en RDNb2, por la técnica de tiempo real se encontró que la expresión 
de dicho gen es estable entre N. brasiliensis HUJEG-1 P.0, P.40 y P.80, y que su 
expresión tiende a disminuir en subcultivos posteriores al P.80, continúa 
expresándose en menor medida hasta el  P. 130; sin embargo al P. 190 ya no es 
detectable. 
 
Expresión del gen catalasa correspondiente a la RDNb2 en los 
subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1. 
 
 
 
Fig. 20  Expresión del gen O3I_021945 (catalasa) en los subcultivos de N. brasiliensis 
HUJEG-1. Expresión constante del gen O3I_021945 en la cepa parental (P. 0) y los 
subcultivos 40 y 80; obsérvese la disminución de la expresión del gen catalasa en los 
subcultivos 100 y 130; así como la ausencia de expresión en el subcultivo 190 y 200. 
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CAPÍTULO VII 
 
DISCUSIÓN 
 
 
 El subcultivo ha sido utilizado tanto para examinar el tiempo y modo de la 
evolución genómica y como un método para producir cepas atenuadas de 
organismos patógenos. Esto se ha logrado al repetir pasajes seriados de cepas 
parentales o virulentas, in vitro o en animales de laboratorio (Ebert, 1998).  Para 
conseguirlo se requiere realizar cultivos continuos durante muchas generaciones y 
múltiples ensayos para determinar si el organismo subcultivado ha perdido 
patogenicidad.  Las modificaciones genéticas que el organismo sufre han 
proporcionado un método para identificar genes relevantes en la patogenicidad en 
humanos (Martin et al., 2008). 
 
 Entre los organismos en los que se ha estudiado el efecto del subcultivo se 
encuentran el virus de la rabia, los poliovirus, el  virus del sarampión, M. bovis BCG y 
M. tuberculosis, entre otros (Basombrío et al., 2000, Jennings y Potter, 1999). La 
variación genética resultante se ha relacionado con cambios neutrales, benéficos o 
pérdida de virulencia. 
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 En el presente estudio se analizó el efecto de 200 subcultivos continuos en la 
cepa N. brasiliensis HUJEG-1. Se comparó el genoma de la cepa sin subcultivar (P. 0) 
que es una cepa virulenta y capaz de ocasionar micetoma experimental en ratones y 
el genoma del subcultivo 200 (P. 200) que ya no causa micetoma en ratones BALB/c 
y se observaron cambios genéticos importantes en la cepa P. 200 que incluyen 
grandes deleciones y la presencia de varios SNP's que pueden estar implicados en 
las diferencias presentes entre estas dos cepas. 
 
 En Escherichia coli después de un período de pasaje diario continuo por 
aproximadamente 5 años, se logró alcanzar las 10 000 generaciones y observar una 
serie de cambios genéticos, destacando tres deleciones cuyo tamaño va de 6-23-kb 
y cuyos efectos en el genoma fueron benéficos y/o neutrales (Barrick et al., 2009). 
 
 En Mycobacterium bovis BCG (la cual fue subcultivada 230 veces durante 13 
años en un medio que contenía bilis de buey), se encontró que sufrió una serie de 
deleciones las cuales fueron denominadas Regiones de Diferencia o RD's, de las 
cuales destaca RD1 y RD2 que  tienen un tamaño de ~ 9.5-kb y ~ 10.7-kb 
respectivamente. Estas RD's contienen genes involucrados en la respuesta T celular 
y formación del granuloma, siendo así implicados como genes importantes para la 
virulencia de este microorganismo (Kozak et al., 2010). 
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 Una comparación entre genomas de M. tuberculosis H37Rv (virulenta) y su 
contraparte H37Ra (avirulenta) obtenida después de un período de tiempo entre 3 
y 4 meses en un medio sólido a base de huevo, indica que la cepa H37Ra presenta 
53 inserciones y 21 deleciones que ocasiona que presente  8, 445-pb más que la 
cepa virulenta y posee 119 SNP's que afectan a 32 genes, las variaciones genéticas 
más importantes en H37Ra residen en las familias de genes IS6110, los cuales son 
capaces de insertarse en la secuencia de uno o varios genes y alterar su expresión,  
y la familia PE/PPE/PE-PGRS involucrados en la persistencia de la bacteria en 
macrófagos (Zheng et al., 2008). 
 
 En el presente trabajo identificamos 3 deleciones importantes que 
denominamos RDNb1, RDNb2 y RDNb3 con tamaños de 59.7-kb, 216.3-kb y 31.7-kb 
respectivamente, resultando en una pérdida de 265 genes. Si bien la pérdida de 
material genético que puede incluir genes ancestrales se presenta frecuentemente 
en organismos simbiontes obligados o parasíticos (Moran et al., 2009), hasta 
nuestro conocimiento no se han reportado pérdidas genómicas de tamaño 
semejante mediante el subcultivo. 
 
 Mientras que para N. brasiliensis HUJEG-1 tomó aproximadamente 5 años en 
total alcanzar los 200 subcultivos (Almaguer et al., 2011), para otros organismos 
estudiados como Escherichia coli, el presentar variaciones considerables en su 
genoma requirió al menos 5 años (Barrick et al., 2009) y para M. bovis BCG se 
requirieron 13 años (Kozak et al., 2010). 
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8.1 Comparación de los resultados obtenidos por PCR punto final y Southern blot. 
 Identificando las 3 deleciones encontradas en P. 200, así como los genes que 
comprendían dichas regiones se procedió a diseñar pares de iniciadores en genes 
importantes en metabolismo y de manera que cubrieran diferentes puntos de las 
deleciones. Partiendo de la técnica de PCR punto final y con la referencia de 
nuestros antecedentes directos en el cual se probaron los subcultivos 40, 80, 100, 
130 y 200 en ratones BALB/c (Almaguer et al., 2011) se logró identificar hasta que 
subcultivo los genes analizados seguían presentes en N. brasiliensis. Observamos 
que los genes de la  RDNb1 y RDNb3 amplificaron hasta el subcultivo 40, ya no así 
en el subcultivo 80, por lo cual N. brasiliensis HUJEG-1 sufrió dos pérdidas 
genómicas en momentos tempranos de los subcultivos, lo cual es importante dado 
que desde el subcultivo 40, Nocardia brasiliensis ya mostraba una disminución de su 
virulencia. Para la RDNb2 se encontró que sus genes amplificaban hasta el 
subcultivo 180 y 190, es decir en momentos tardíos del subcultivo; sin embargo 
dado que en esta deleción se encuentran una gran cantidad de genes implicados en 
el metabolismo de aminoácidos, lípidos, coenzimas, iones inorgánicos, metabolitos 
secundarios, factores de transcripción, proteasas y peptidasas, entre otros, 
correlaciona con la pérdida total de virulencia del P. 200 y propiedades biológicas 
que serán abordadas en el siguiente punto de la discusión. 
 Con el fin de analizar la evolución genómica se ha utilizado el pasaje seriado 
en organismos como Escherichia coli y Bacillus subtilis, encontrándose poblaciones 
genéticamente heterogéneas durante este proceso (Barrick et al., 2009 y Brown et 
al., 2011). En el presente trabajo empleamos la técnica Southern blot como un 
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apoyo a la identificación del tiempo en el cual ocurrieron las pérdidas genómicas 
durante el proceso de subcultivo, encontrando una concordancia para la RDNb1 y 
RDNb3 con los resultados obtenidos por PCR punto final en donde se descubrió que 
la pérdida de ambas zonas ocurrió entre los subcultivos 40 y 80, para el caso de la 
RDNb2 se identificó que su pérdida ocurrió entre los subcultivos 155 y 180, 
discrepando con los resultados por PCR punto final donde se detectaba hasta el 
subcultivo 190, ello puede deberse a la menor sensibilidad de la técnica de 
Southern blot (Gattuso, 2010) o bien a que existan poblaciones heterogéneas en los 
subcultivos de N. brasiliensis HUJEG-1 que provoquen  esta discrepancia entre 
ambas  técnicas; no obstante ambas metodologías empleadas concuerdan en que el 
subcultivo 200 ya no presenta la región RDNb2. 
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8.2 Cambios genéticos encontrados en N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200. 
 La secuencia RDNb1 es muy posible que sea un elemento extracromosómico 
debido a que no ensambla en el genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 obtenido con un 
mapa óptico (OpGen, Gaithersburg, MD). Esta teoría se apoya por la presencia de 
un fragmento de ~ 1.5-kb el cual posee una similitud del 74% con un fragmento de 
la secuencia del plásmido pNF1 de N. farcinica IFM 10152; los genes de esta región 
codifican en su mayoría para proteínas hipotéticas y proteínas implicadas en 
procesos de transcripción y conjugación, lo que también concuerda con un posible 
plásmido. 
 
 RDNb2 es una región perdida de 216,371-pb, se ubica en la posición 
4;795,938 -5;012,299 del genoma de N. brasiliensis HUJEG-1 ATCC 700358 (Número 
de acceso: NC_018681.1), comprende 172 genes, su mayoría implicados en 
transporte y metabolismo de aminoácidos, lípidos, carbohidratos, coenzimas, 
nucleótidos y metabolitos secundarios, reguladores de transcripción así como 
proteínas hipotéticas de función desconocida. A pesar de que la ubicación de esta 
deleción parece ubicarse en una región no conservada en el género Nocardia, la 
pérdida de 172 genes podría explicar los cambios que presentó el subcultivo 200. 
 
 Entre las características de Nocardia se encuentra la ácido-alcohol 
resistencia, la cual depende de la composición de ácidos micólicos y el tipo de 
tinción utilizada, comúnmente se emplea la técnica de Kinyoun la cual favorece la 
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retención del colorante fucsina observándose por lo tanto a las bacterias con 
coloración roja (Wilson J., 2012); sin embargo el subcultivo 200 ha disminuido la 
capacidad de retener dicho colorante, por lo cual se tiñen del colorante azul de 
metileno. Esta pérdida de ácido-alcohol resistencia en el P. 200 podría explicarse 
con la pérdida de genes implicados en el metabolismo de lípidos, tales como: 
propionil-CoA carboxilasa cadena beta (PCCase), acil-CoA reductasa, CoA 
transferasa subunidad A, CoA transferasa subunidad B y  la super familia de 
proteínas de ácidos grasos de cadena corta MFS, los cuales pertenecen a RDNb2. 
 
 En 1998 se reportó que en Nocardia asteroides la virulencia era mayor 
durante la fase de crecimiento exponencial, cuando abundan los filamentos,  en 
comparación con la fase estacionaria en la que predominan células cocoides, 
observando que la composición de ácidos grasos  y ácidos micólicos de la pared 
celular cambia durante el crecimiento, y que ambos son más poli-insaturados  
durante la fase logarítmica y se tornan más saturados durante la fase estacionaria 
(Beaman et al., 1998); A diferencia de la cepa parental de N. brasiliensis HUJEG-1, el 
subcultivo 200 presenta disminución en la producción de filamentos, tal cambio 
podría relacionarse además de la deleción de genes implicados en el metabolismo 
de lípidos, con una pérdida de 13 proteínas transportadoras ubicadas en las 
deleciones RDNb2 y RDNb3, del tipo permeasas transportadoras, transportadoras 
ABC y transportadoras ABC-2, entre otras, las cuales se encuentran relacionadas con 
el transporte de aminoácidos, metabolitos secundarios, carbohidratos e iones 
inorgánicos. 
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 Dado que las proteínas transportadoras son fundamentales para permitir 
que moléculas, nutrientes o productos de desechos ingresen y salgan de la célula, y 
considerando como ejemplo a Escherichia coli, que para tener un crecimiento activo 
requiere ingresar ~10 6 moléculas de glucosa por segundo (Phillips y Quake, 2006), 
aunado a que ha sido reportado que los transportadores ABC son importantes para 
la viabilidad, virulencia y patogenicidad (Davidson et al., 2008), es factible que la 
deleción de transportadores en el subcultivo 200 de  N. brasiliensis HUJEG-1  afecte 
el crecimiento en forma de filamentos. 
 
  Otro cambio presentado en P. 200 es su sensibilidad a la eliminación por 
leucocitos polimorfonucleares característica que no es presentada por la cepa sin 
subcultivar. En 1985 se reportó que altos niveles de catalasa intracitoplasmática 
combinada con superóxido dismutasa parecen ser mecanismos primarios por los 
cuales N. asteroides evade los mecanismos de estrés oxidativo de los leucocitos 
polimorfonucleares, por lo cual ambas enzimas representan dos importantes 
factores de virulencia (Beaman et al., 1985). En el presente trabajo encontramos 
que P. 200 perdió el gen O3I_021945 que codifica para catalasa  el cual se ubica en 
la RDNb2, asociando así el resultado obtenido en el trabajo de González-Carrillo, 
2010. 
 Entre otros de los cambios presentados por la cepa P. 200 se encuentra un 
incremento en la tasa de crecimiento respecto a P. 0, dado que el subcultivo sufrió 
deleciones de genes que codifican para factores de transcripción de las familias 
SARP, AraC, LuxR, PadR-like y LysR ubicadas en las deleciones RDNb2 y RDNb3, de 
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las cuales: la familia SARP modula la frecuencia y tasa de transcripción, mientras 
que AraC se involucra con el  metabolismo de carbono, respuesta al estrés y 
patogénesis, LuxR se relaciona con quorum sensing, biofilms, biosíntesis y 
metabolismo, PadR-like con la regulación negativa del metabolismo de ácidos 
fenólicos y finalmente la familia LysR con el metabolismo de carbono y nitrógeno 
(Ramos et al., 2005). Es posible que la alteración de la regulación de todas las vías 
mencionadas anteriormente, influyera en un aumento de la tasa de crecimiento de 
N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200.  
 
 Aunado a los cambios encontrados en P. 200 se añade el cambio de patrón 
de lípidos mediante extracciones con cloroformo-metanol observado por González-
Carrillo, 2010, en donde la cepa P. 200 presentaba una menor densidad comparada 
con P. 0, tales cambios pueden relacionarse con los genes de la RDNb2 que se 
encuentran involucrados en el metabolismo y transporte de lípidos. 
 
 Finalmente uno de los cambios más significativos que se observó durante el 
subcultivo fue la disminución de la virulencia, desde el subcultivo 40 de N. 
brasiliensis HUJEG-1 probado en ratones BALB/c se apreció dicho cambio; sin 
embargo fue hasta el subcultivo 200 cuando ninguno de los ratones inoculados 
desarrolló micetoma. Al comparar los genomas de P. 0 y P. 200 logramos observar 
que como efecto del subcultivo se eliminaron 265 genes, de los cuales además de 
los involucrados en la síntesis de pared celular y  lípidos abordados anteriormente, 
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se identificaron genes que codifican para proteasas y peptidasas como: caax amino 
proteasa, peptidasas M15A y carboxipeptidasa M14 ubicadas en la RDNb2.  
 
 La presencia de incrementos en serin-proteasas se ha relacionado con 
patogenicidad en estudios con N. asteroides (Tsuboi et al., 1989) además es 
probable que algunas proteasas sean responsables del daño tisular en las lesiones 
de micetoma, además del deterioro en los huesos observado en las lesiones líticas 
de las infecciones crónicas (Salinas-Carmona et al., 1992) por todo lo anterior 
consideramos importante la identificación de las proteasas encontradas 
postulándolas como posibles respuestas ante la disminución de virulencia 
observada en P. 200. 
 
 Como se ha mencionado anteriormente, el papel de la catalasa como un 
mecanismo de defensa por parte de Nocardia asteroides  ante las especies reactivas 
de oxígeno producidas por leucocitos polimorfonucleares (Beaman et al., 1985 ) es 
un mecanismo primario de virulencia. En el presente trabajo se encontró la deleción 
del gen O3I_021945 que codifica para una catalasa, el cual está ubicado en la 
RDNb2 además de asociarlo con la disminución de la sobrevivencia ante los 
leucocitos polimorfonucleares humanos de P. 200, al observar que la disminución 
de la expresión de su ARNm por tiempo real tiende a disminuir a partir del 
subcultivo 100, es posible también asociar la baja de su expresión con la 
disminución de la virulencia de N. brasiliensis HUJEG-1 cuando se probaron los 
subcultivos 100, 130 y 200 en ratones BALB/c (Almaguer et al., 2011). 
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 Asimismo se identificaron genes en la RDNb3 que codifican para una familia 
de proteínas denominada mamalian cell entry proteins (mce), las cuales se han 
propuesto como un mecanismo de virulencia. En 1993 se reportó que al clonar un 
fragmento de ADN de M. tuberculosis, confirió a una cepa no patógena de 
Escherichia coli la capacidad de invadir células Hela y aumentar la fagocitosis por 
macrófagos (Arruda et al., 1993), posteriormente se identificó a dicho fragmento 
como miembro de esta familia de genes denominándolo mce1. Esta familia de 
genes se sitúa en operones con una disposición de dos genes yrbE seguido de seis 
genes mce. En M. tuberculosis se han encontrado 4 operones (mce1-4), los cuales 
son similares en secuencia y organización y basándose en la identificación de 
dominios conservados se ha sugerido que su función junto con los genes yrbE 
codifican para componentes de sistemas transportadores ABC (Kumar et al., 2003), 
el operón mce4 se ha reportado que codifica para un sistema de transporte de 
colesterol en M. tuberculosis y le permite a este organismo usar el colesterol como 
una fuente de carbono y energía (Pandey et al., 2008); además se sabe que mce4 es 
regulado por KstR, un tipo de regulador TetR y corregulado por otros genes 
implicados en el metabolismo de ácidos grasos (Kendall et al., 2007). 
 
 Una estrategia utilizada para elucidar el papel del operón mce es realizar 
mutantes "knock out", ello se llevó a cabo en los operones mce1, mce2 y mce3 de 
M. tuberculosis, infectándose por vía intratraqueal con estos microorganismos a 
ratones BALB/c, después de 10 semanas todos los ratones inoculados con las cepas 
mutantes sobrevivieron, mientras que los inoculados con cepas tipo silvestre 
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murieron (Gioffré et al., 2005). Dado que N. brasiliensis HUJEG-1 P. 200 sufrió la 
deleción de un operón mce, es posible que la pérdida de este operón sea el 
responsable de la disminución de virulencia en P. 200. Todas estas hipótesis tendrán 
que ser comprobadas experimentalmente. 
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CAPÍTULO VIII 
 
CONCLUSIONES 
 
 
1. El subcultivo de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 tiene como efecto la pérdida 
gradual de fragmentos genéticos. 
 
2. La pérdida de genes importantes en la síntesis de pared celular, lípidos, así 
como proteasas, peptidasas, la catalasa y mce parecen correlacionar con la 
pérdida de virulencia de N. brasiliensis.  
 
3. La inactivación experimental de genes específicos nos dará información 
sobre el papel que juegan en la atenuación de Nocardia brasiliensis. 
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CAPÍTULO X 
 
ANEXOS 
 
 
           
 *Preparación de reactivos en condiciones de oscuridad. 
 
           
         
Solución desnaturalizante: 86 g de NaCl (1.5 M) más 20 gde NaOH (0.5M), aforar a 1 
L con agua destilada. 
 
 
Buffer de neutralización: 86 g de NaCl (1.5 M) más 60.5 g de Tris (0.5 M). Disolver y 
ajustar a pH 7.5 con HCl concentrado, aforar a 1 L con agua destilada. 
 
 
Buffer 20X SSC: 175.3 g NaCl más 88.2 g de citrato de sodio, aforar a 1L con agua 
destilada. 
 
 
Buffer de lavado primario: 25 ml de SSC 20X, agregar 4 g de dodecilsulfato de sodio 
(SDS), aforar a 1 L con agua destilada. 
 
 
Buffer de lavado secundario (2X): 100 ml de SSC 20X, y aforar a 1L con agua 
destilada.
Reactivos de detección para el Southern blot 
Solución 1 Solución 2 
Luminol 100 l Peróxido de hidrógeno 10l 
Ácido coumárico 44 l Tris 1 M pH 8.5 1 ml 
Tris 1 M pH 8.5 1 ml Agua bidestilada 9 ml 
Agua bidestilada 8.85 ml   
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